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@) POLYSACCHARIDE, IVIICRO-ORGANISIVIE ET PROCEDE POUR SON OBTENTION. COMPOSITION LE 
CONTENANTET APPLICATION. 



&l) Polysaccharide ayant una unit^ de repetition qui pos- 
sSde une chaTne Iat6rale et comprend six sucres neutres 
dont ie glucose et le galactose et un sucre acide, une solu- 
tion sup6rieure k0,2 % en poicte dudit polysaccharide for- 
mant un gel 6lastique et transparent. 

Application dans !e domaine des industries cosm6ti- 
ques, alimentaires. phamnaceutiques, p6trolieres. 
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La pr6sente invention concerne un nouveau polysaccharide, micro- 
organisme et proc6de pour son obtention. composition le contenant et application. 

On sait que les populations microbiennes constituent un large resen/oir 
pour la mise en oeuvre de nouvelles molecules. La description des bacteries pr6- 
sentes dans les rhizospheres de plantes c6realieres a d'abord permis de mettre en 
evidence des espfeces fixatrices d'azote pour la plupart associfees aux racines de 
bl6. toumesol. riz et mais. L'isolement de ces especes a necessite la mise au point 
de methodes d isolement specifiques : « le modele spermosphere » permettant de 
selectionner les bacteries les plus adapt6es ^ la rtiizosphere et l'immunopi6geage 
utilisant les anticorps spicifiques de certaines esp6ces. Ces bact6ries sont aussi 
impliquees dans les m6canismes d'attachement et de colonisation des racines. 

Depuis piusieurs annees. les recherches se sont focalisees sur la ca- 
pacit6 de la plupart des bacteries. pr6sentes S la surface des racines et dans la 
rhizosphere. i produire des exopolysaccharides (EPS). II a largement 6t6 d6montr6 
que ces polymferes jouent un role dans la colonisation des racines par les bacteries 
et I'agregation des sols autour des racines. 

De recents travaux s'interessent a I'etude de souches pour leur capacity 
d stimuler I'agregation du sol autour des racines de tournesol et de bl6. 

Un objet de la pr6sente invention est de fournir un micro-organisme 
produisant des exopolysaccharides sur milieu gelos6. a croissance rapide sur des 
milieux de culture peu exigeants a base de matieres premieres agricoies 
(hydrolysats de son de bl§. peptides de bl6. sirops de glucose, hydrolysats de co- 
produits d'amidonnerie par example), faciles A mettre en oeuvre et bien entendu 
non-pathogenes et genetiquement stables. 

Ainsi, a 6t6 mise en Evidence, una souche dont la cartographie et le 
sequen?age du g^ne codant pour I'ARNr 16S indiquent qu'elle appartient a la 
famine des Rhizobiac^es (subdivision alpha des Prot§obact6ries). Le pourcentage 
de similarite des acides nucl6iques de cette region du chromosome (ADNr 16S) de 
la souche YAS34 est de 97.2 % avec Rhizobium etii et de 96,2 % avec Rhizobium 
teguminosarum (souche LMG 9518). Une hybridation sur colonies de YAS34 avec 
une sonde oligonucl6otidique sp6cifique des Rhizobium (sensu lato) dans le ghne 
nodD s'est r§vel§e positive (communication personnelle G. Laguerre. INRA. Dijon). 
La presence du gene nodD et les pourcentages de similarite du gene codant pour 
I'ARNr 16S avec des esp6ces appartenant au genre Rhizobium sont autant 
d*6I6ments permettant d'affirmer que la souche YAS34 est un Rhizobium. 
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L'empreinte genotypique de la souche YAS34 par rep-PCR en utilisant 
trois differents jeux d'amorce (REP. ERIC et BOX) est disponible. 

YAS34 a et6 d§posee sous le 1-1809 a la CNCM de IMnstitut Pasteur 
le 15janvier 1997. 

5 Cette souche YAS 34 a 6te isolee de la surface des racines (rhizoplan) 

tf un toumesol (Helianthus annuus cv Albena) preleve au stade quatre feuilles. Les 
semences utilis6es n'avaient pas et6 traitees a Taide de produits phytosanitaires et 
avaient 6t§ sterilisees avant le semis. Le sol 6tait de type limoneux dont le cation 
echangeable majoritaire est le calcium. 

10 Cette souche YAS 34 est une bacterie Gram negative, aerobie catalase 

positive et oxydase n6gative. II s'agit d*un batonnet mobile formant des colonies 
6lastiques. translucides de couleur blanche sur milieu RCV-glucose (4 g/l). 

La souche YAS 34 r6alise la biosynthese de polysaccharide par fer- 
mentation en presence d'un milieu de culture contenant une source de carbone 

1 5 prgf^rentiellement asstmilee. 

II a ete mis en 6vidence que les sources carbonees, les plus perfor- 
mantes en terme de croissance et de production de polysaccharides, sont le glu- 
cose, le fructose, le saccharose et le galactose. 

Cette aptitude d assimiler de nombreux gluctdes a conduit a etudier la 

20 capacite fermentaire de cette souche sur differents milieux d'origine v6getale issus 
du fractionnement de matiferes agricoles comme le ble, la pomme de terre et le 
raisin. Dans le tableau I ci-apres. sont regroup6s les differents milieux testes, tandis 
que le tableau II indique les resultats obtenus. 
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TABLEAU I 



PRODUITS AGRICOLES 


MILIEUX TESTES 


COMPOSITIONS 
SUCRES ET MATIERES 
AZOTEES 


Pomme de terre 


JCII ED : jus Clair II 6lec- 
trodialyse 




Son de Ble 


JPAS : jus de presse 
apres sacchariftcation 




FAM : filtrat apres microfil- 
tration 


Glucose : 12 a 15g/L 
Matifere azotee : 5,25 g/L 


Raisin 


JRB 033 ED LD : jus de 
presse de marc de raisin 
apr^s electrodialyse 


Glucose : 10 g/L 
Fructose : 10 g/L 
Matiere azotee : traces 



TABLEAU II 



SUBSTRATS 
NATURELS 


|imax 
(h-1) 


DO i 600 
nm 
max 


VISCOSITE 
(cpsik25X,26s-1) 


CONSOMM. 
TOTALE 
GLUCOSE 


d52h 


a140h 


Pomme de terre 












JCII ED 


0,21 


7.6 


238 


273 


5,6 


JCII ED1/2 


0.26 


6.04 


197 


193 


3.8 


Son de Ble 












JPAS 2/3 


0.17 


3.9 


267 


374 


9.5 


FAM 


0,47 


2.9 


280 


356 


5.6 


Marc de raisin 












JRB 03 ED LD1/2 


nd 




9 


36 


1.8 



Le milieu d6nomme FAM issu du son de ble. qui renferme simultane- 



ment 12 g/L de glucose et 5.25 g/L de matiere azotfee, s'avfere etre le plus perfor- 
mant h la fois pour la croissance de la souche (p max 0.47 h-1) et la biosynthese de 
polysaccharide (viscosite proche de 400 cps en fin de culture). 
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II a ete etudie diff^rents milieux de synthase dont notamment ceux de 
composition d-apres : 
RCVs 

Glucose 20 g 

Extrait de levure 1 .72 g 

Solution tampon (2) 15 ml 

Solution minerale (1) 50 ml 

Eau osmos6e qsp 1 1 

Glucose 20 g 

Com steep 5 g 

NaN03 2 g 

K2HPO4 1 9 

MgS04.7H20 1,5 g 

15 Solution E (3) 2.5 ml 

Eau osmos6e qsp 1 1 
Composition des solutions minerale (1). tampon (2) et E (3) 

(1) Solution minerale 

20 EDTA(tritriplexll) 0,4 g 

MgS04-7H20 2 g 

CaCb, 2H2O 2 g 

FeS04-7H20 0,44 g 

Solution elements 20 ml 

25 Eau osmosee qsp 1 I 



Solutions 6l6ments 

ZnS04'7H20 430 mg 

MnS04-7H2O 1300 mg 

30 Na2Mo04-2H20 750 mg 

H3BO3 2800 mg 

CuS04' 5H2O 22,5 mg 

CoS04- 7H2O 70 mg 

Eau osmosee qsp 1 1 



35 
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(2) Solution tampon 

KH2PO4 40 g 

K2HPO4 60 g 

Eau osmosee qsp 1 I 

(3) Solution E 

CaCly 2H2O 3 g 

Felll nitrate 1 g 

MnS04 0.2 g 

ZnCl2 0.1 g 

CUSO4 5H2O 0.025 g 

Na2B4Or10H2O 0.02 g 

CaCb 0.004 g 

Na2Mo04'2H20 0.01 g 

Eau osmosee qsp 1 1 



NA 

Extrait de viande 3 g 

Peptone 5 g 

Eau osmosee qsp 1 I 

Le tableau III regroupe les resultats obtenus. 



TABLEAU III 



Milieu 


Rapport 
C/N 


DO d 600 nm 
max 


\i max 
(h-1) 


Viscosite finale 
a26s-1,20X 

(CPS) 


RCVs 


50 


2.70 


0.28 


227 


DSM+ 


8 


6.20 


0.38 


254 


NA 


0.1 


1.91 


0.35 


7 



On peut remarquer d'apr6s ce tableau III que les milieux riches en azote 
et carences en carbone (C/N faible) tel que le milieu NA favorisent la croissance de 
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la souche mais ne permettent pas la production de polysaccharides. Par contre. les 
milieux RCV at DSM riches en substrats azotes et carbones. realisent le meilleur 
compromis en permettant a la fois une bonne croissance de la souche et la 
synthese de polysaccharides. Ces essais ont 6galement mis en evidence qu'il est 
possible de dissocier la croissance de la souche de la production de polysaccha- 
rides. 

II a ete ainsi detennine un milieu de preculture optimise pour la crois- 
sance de la souche, dont la composition est pour un inoculum de 7,5 %. 



Opt2_ns 

10 Glucose (sterilise separement) 20 g 

Extrait de levure 2.5 g 

Sulfate d'ammonium 1 g 

Sol. Minerale (1) 70 ml 

Sol. Tampon (2) 20 ml 

15 Eau osmosee qsp 1 I 

Inoculum 7.5 % 



De meme. 11 a et6 6tudi6 la mise au point d'un milieu optimise pour la 
production d'exopolysaccharide, afin de maximiser la productivity en polymere. La 
20 composition, ci-apres denommee MP1, a done 6t6 definie comme la plus perfor- 
mante. 
MP1 

Glucose 20 g 

Extrait de levure 1 J g 

25 Sol. Minerale (1) 70 ml 

Eau osmosee qsp 1 I 

Dans le tableau IV. on a regroupe les resultats de croissance et de 
production en utilisant le milieu RCVs seul (reference) ou les deux milieux optimises 
30 ci-dessus Opt2_ns et MP1 . 



7 



2759377 



TABLEAU IV 





CYCLE REFERENCE 


CYCLE OPTIMISE 


PRECULTURE 


Milieu 


RCVs 


Opt2_ns 


% inoculum 


0.22 


0.37 


DO corrigee 600 
nm finale 


0.6 


1.6 


Duree 


20 heures 


15 heures 


PRODUCTION 


Milieu 


RCVs 


MP1 


M max (h-1) 


0.28 


0.29 


DO corrig§e 600 
nm finale 


8.9 


9.2 


Concentration finale 
en EPS 


10.1 g/l 


10.2 g/l 


dS/dt 

Consommation en 
glucose 


0.25 g/l.h 


0.30 g/l.h 


dP/dt 

Productivite en EPS 
(phase de 
production) 


0.27 g/l.h 


0.36 g/l.h 


Viscosite a 25X 


1500 CPS a 26s*^ 


1560 cpsa 26s"^ 


Duree fermentation 
Duree phase pro- 
duction 


73 heures 
38 heures 


63 heures 
28 heures 


Dur6e totale du 
cycle 


93 heures 


78 heures 



Pour recuperer le polysaccharide produit par la souche par fermentation 
comme explicits ci-dessus. deux methodes peuvent etre utilis6es. 

Selon une premiere mdthode, le mout bart est soumis a une 
precipitation a Tethanol puis a un sfechage sous vide pour obtenir un produit sec 
contenant le polysaccharide brut. Le produit obtenu, remis en solution a 1 %. a des 
proprietes viscosifiantes. Cette solution, chauffee S une temperature comprise entre 
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70 et 95'C (de preference entre 85 et 95*C), presente les memes proprietes 
gelifiantes que la solution preparee a partir du polysaccharide purifi6, qui est obtenu 
selon la seconde methode ci-apres. 

Selon cette seconde methode. on soutire le mout de fermentation et on 
le dilue entre 1 et 1/20, de preference entre 1 et 1/10. Puis, on porte la solution 
obtenue a une temperature comprise entre 70 et 95X ; de preference, ce 
traitement thermique est realise, entre 85 et 95X. En effet. un traitement thermique 
a une temp6rature de 90X provoque une liquefaction du mout de fenmentation, 
meme apres refroidissement a temperature ambiante. Pour un traitement a 90"C 
pendant environ une heure. la temperature de gelification ou refroidissement est 
inferieure a 20*C. 

Si le traitement thermique est r6alis§ ^ une temperature inf6rieure a 
90X. celui-ci conduit apr6s refroidissement Tobtention d'un produit plus visqueux 
que le mout initial. 

Ainsi. il apparait que de tels traitements thermiques permettent de fa- 
ciliter la separation cellules/polymeres. notamment par centrifugation. 

On centrifuge le produit issu du traitement thermique par exemple a 
13000 g ou on le soumet une filtration tangentielle. 

Le sumageant ainsi obtenu est soumis a une filtration frontale a 0,2 pm 
sur un filtre plaques. Une telle filtration frontale permet en effet d'obtenir un filtrat 
extremement pur pr6sentant des densites optiques (DO) a 600 nm pratiquement 
nuiles (Tableau V). 

TABLEAU V 



Seuil de coupure 


DO h 600 nm 


(pm) 


du Filtrat 


0.8 


0,02 


0.45 


0.005 


0,8 puis 0.45 


0.007 


0.8 puis 0.22 


0.003 


0,45 puis 0.22 


0.002 



Pression appliqu6e : 2.10^ Pascals 
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Le filtrat r6cupere est traite de fagon connue : il est concentre, soumis d 
une precipitation d I'ethanol puis d un sechage sous vide pour obtenir un produit sec 
comprenant un exopoiysaccliaride purifie. 

Ainsi qu'il a 6te dit plus haut, cet exopolysaccharide est nouveau tant 
par sa nature que par ses proprietes. 

La determination de la structure du polysaccharide ainsi obtenu par 
spectre RMN est i'objet des figures 1 et 2. Ceci a permis de d6tenniner que I'unite 
de repetition, qui possede une chaine laterale, est compos6e majoritairement de 7 
sucres : 

- 6 sucres neutres dont le glucose et le galactose 
- 1 Sucre acide 

II a ete egalement mis en evidence la presence de substituants 
pyruvates et acetates. Les charges pyruvates et sucres acides conf6rent S ce 
polysaccharide les proprietes de poly6lectrolyte. 

Lors de I'utilisation, pour des concentrations en polysaccharide de 
I'invention superieures d 2 g/1, les solutions de ce dernier se transfomnent en gel. 
L'obtention du gel se fera par mise en solution dans I'eau ou dans toute solution 
aqueuse saline. Cette mise en solution est favorisee par un chauffage de la solution 
du polysaccharide de I'invention. de preference sup6rieur a 60'C. 

Le polysaccharide, selon la presente invention, presente en solution a 
1 % une limpidite parfaite. de « qualite cristal ». ce qui lui confere une position privi- 
legiee par rapport d des produits connus tels que ceux commercialises sous la 
marque AMIGEL par la societe A. MULLER. ou sous la denomination commerciale 
CURDLAN par la societe TAKEDA. les xanthanes commercialis6es par la societe 
KELCO et alginates de sodium proposes par la societe SANOFI (cf. Tableau VI ci- 
apres). 
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TABLEAU VI 



Produit 


Coloration 
DO i 420 nm 


Trouble 
DO a 600 nm 


Do i 860 nm 


Gel de I'invention 


0.060 


0.031 


0.020 


Amiqel 


1.200 


0.958 


0.742 


Curdlan 


1.232 


1.601 


1.629 


Xanthane LT 


0.302 


0.187 


0.124 


Alginates de sodium 


0.216 


0.133 


0.091 



Par ailleurs. le polysaccharide selon I'invention pr6sente par rapport d 
ceux connus une remise en solution la plus rapide (Tableau VII). 



TABLEAU VII 



Produit 


Type de poudre 


Dur6e de remise en 
solution 


Gel de Tinvention 


non mouillable 


Qlq minutes 


Amipel 


mouillable 


Qlq heures 


Xanthane 


non mouillable 


Qlq dizaines de minutes 



L'6tude des proprietes mecaniques des gels de polysaccharide selon 
I'invention a permis de montrer la forte 6lasticit6 de ce gel : la figure 3 est relative ^ 
I'influence de la frequence (Hz) sur les modules 6lastiques G' et de perte G" et sur 
la viscosite complexe n* d'un gel de polysaccharide selon I'invention (la 
15 concentration en polysaccharide est de 0.10 g/l et celle de NaCI de 0.1 M). 

De meme. 11 a ete 6tudie I'incidence de la force ionique sur le module 
6lastique des gels ii 1% (poids/poids) en polysaccharide : la figure 4 est relative ^ 
I'influence de la concentration en sel (NaCI) sur le module elastique. mesure A la 
frequence de 0.13 Hz. d'un gel de polysaccharide selon I'invention d une 

20 concentration de 10 g/I. 

On constate qu'^i partir d une concentration en NaCI superieure S 0.04 
M. on obtient un gel 6lastique dont les caract6ristiques ne varient quasiment plus 
aJec la concentration en sel au moins jusqu'a 0.4 M. Des modules tres voisins sont 
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obtenus en presence de CaCb. Les gels formes sont thermoreversibles pour des 
traitements thermiques inferieurs S 90'C : la figure 5 est relative ^ I'lnfluence de la 
temperature sur les modules 6lastiques G' et de perte G" et sur la viscosite 
complexe n* d"un gel de polysaccharide selon Tinvention (la concentration en 
polysaccharide 6tant de 10g/I et celle en NaCI de 0.10 M). 

Les r6sultats obtenus sont cependant fonction de la temperature et du 
temps de traitement. avec une possible destruction du gel pour des temperatures 
et/ou des temps de traitement trop eleves. La temperature de fusion du gel depend 
tres peu de la force ionique et de la nature des ions (Na*. Ca^* par exemple). 

Ce comportement rheologique en milieu sale est extremement interes- 
sant. car il offre des perspectives d'applications dans de nombreux secteurs de 
I'industrie reli6s aux 3 milieux naturellement sates : 

- le gout (env. 1 ,5 g sel/L) : domaine alimentaire. 

- I'eau physiologique (env. 7.5 g sel/L) : secteur de I'agnculture, la 

cosmetique, la phar- 
macie..., 

- le milieu marin (env. 25 g sel/L) : industries pfetrochimi- 

ques, cosmetique (gam- 
me marine), etc... 

Afin d'illustrer ces differents domaines. des exemples d'application et de 
formulation du polysaccharide selon la pr6sente invention sont indiqu6s ci-apres 
sans toutefois presenter un caractere limitafrf. 
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I. Cosmetique 

Le polysaccharide selon la pr6sente invention trouve des applications en 
tant que : 

- agent hydratant. seul ou en melange avec des hydratants d6ji connus. tels que 
i'acide hyaluronique, dans des crimes et des laits. 

30 - agent 6paississant et agent de texture dans des lotions, des toniques, des 
cremes et des laits (cosmetique blanche). 

- agent de suspension et agent texturant dans des gels gommants. des filtres 

solaires, 

- agent g6lifiant dans des gels coiffants. des gels avant et apres rasage. des gels 
35 lavants (shampooings et bains moussants). 

Ci-apr6s sont indiqu6s quelques types d'application. 
Creme hydratante (% pds/pds matidre seche) 
. 6mulsifiant ^ 
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- conservateur 

- glycerol 

- polysaccharide de I'ivention 
-NaCI 

- eau QSP 



0.5% 
5% 
0.25 % 
0.5% 
100 % 



Pour cette application, le polysaccharide de I'invention apporte des 
proprietes particuli6rement interessantes par rapport a certains produits 
concun-ents, au niveau de l'onctuosit§, de la facilitfe d'6talement et de la fraTcheur. 
Des effets notables sur la diminution du pouvoir filant. du pouvoir collant. de I'effet 
filmogfene. de la brillance de la peau et de la fluidite ont et6 observes, ainsi que le 
montre la figure 6. 



Lotion demaquillante (% pds/pds matiere sdche) 

- Dod^cyt-t^trad^cyl galacturonate de sodium 

- Hyaluronate de sodium 

- Polysaccharide de I'invention 

- Eau de bleuet 

- Conservateur 

- Parfum, colorant 

- Eau QSP 



0,5 % 

0,2 % 

0.4% 

5,0% 

QS 

QS 

100.0% 



Gel gommant (% pds/pds matidre seche) 

- Polysaccharide de I'invention 
-NaCI 

- Carboxymdthylcellulose 

- Noyau d'abricot broyS 

- Conservateur. colorant, parfum 

- Eau QSP 



0.75 % 

0.5% 

0.5% 

2.0% 

QS 

100.0 % 



Gel Lavant (% pds/pds matiere seche) 

- D^cyl-dod^cyl galacturonate de sodium 

- Lauryl bStaine 

- Laureth(2)sutfate 
-Acylat peptides (C1 2) 

- Mono/oliglyceride d'adde capric/capriiique fethoxyle 



4.0 % 
3,0 % 
3,0% 
2,0% 
1.0% 
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- Disodium lauryl sulforsuccinate 1 .0 % 

- Polysaccharide de rinvention 0.5 % 
.NaCI 0.25% 

- Conservateur. parfum. colorant QS 

5 -Eau QSP 100.0% 

ll-Deteraents 

Le polysaccharide selon la presente invention, trouve des applications 
10 entantque: 

* agent texturant et agent de suspension dans des cremes et des gels recurants. 

* agent g6liflant dans des gels deodorants et desinfectants. 

* agent de texture dans des liquides vaisselle. 

Dans le cas d'une cr6me r§curante. une formulation possible est : 
1 5 - Polysaccharide de i'lnvention 1 .0 % 

-NaCI 0.5% 

- Silicate rfaluminium calcin6 25,0 % 

- Sodium laurylsulfate 5,0 % 

- Capryloamphopropionate 1 .0 % 
20 - Conservateur, colorant, parfum QS 

-Eau QSP 100.0% 



Ill-Alimentation 

25 Le polysaccharide, selon la presente invention, trouve des applications 

en tant que : 

* agent de texture, agent gelifiant et agent de suspension dans les desserts lades, 
les vinaigrettes, les sauces (mayonnaise ou autres). les gel6es et confitures, les 
aspics et tenrines. 

30 * agent texturant dans les boissons di§tetiques, les confiseries. 

Par exemple. une formulation pour r6aliser un flan chocolate a froid ( % 
pds/pds matidre s6che) est : 

-LaitUHT 83,0% 

- Polysaccharide de invention 1 .2 % 
35 -NaCI 0.1% 

- Sucre 8,0 % 
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- Cacao 3-0 % 

- Lait ecr§m6 en poudre 2.0 % 

- Huile v6getale % 

- Arome vanille QS 

- Oeufs 2,0 % 



IV-Femnentation 

Dans ce domaine. le polysaccharide, selon la presente invention, ap- 
porte la texture g6lifiee a des milieux de culture geloses semi-solides. Un exemple 
de formulation pour milieu gelos6 semi-solide est en % pds/pds de matiere seche : 



-Peptones ' 

- Glucose 0.5 % 
-NaCI 0.5% 

- Polysaccharide de i'inventlon 0,75 % 
-Eau QSP 100% 



V-Aariculture 

En agriculture, le polysaccharide, selon la presente invention, trouve 
des applications en tant que : 

* agent d'agr^gation des sols. 

* agent r6tenteur d'eau, contribution au maintien du potentiel hydrique des sols et 
agent de protection de la secheresse, 

* agent d'enrobage de semences. 

Ainsi. I'inoculation de la souche Rhizobium sur des semences de tour- 
nesol permet d'obtenir une forte colonisation des racines que le sol ait ete ou non 
pr6alablement sterilise (respectivement 90 % et 10 % de la microflore totale). Les 
consequences de cette inoculation concernent I'augmentation de la masse de sol 
adherant aux racines (+ 50 %) et la modification de la porosit6 de ce sol rhi- 
zosph§rique (augmentation de la macroporosit6). Ces resultats semblent indiquer 
que I'exopolysaccharide produit par la souche YAS 34. d'une part, contribue a 
I'assemblage des agr6gats du sol (effet « collant ») et de ce fait augmente la fre- 
quence des pores de transfert de I'eau vers la plante et. d'autre part, retient I'eau 
dans une phase polysaccharide g6lifiee. 

Pour confirmer le role retenteur d'eau du polymere. des melanges « sol 
+ 1 % polysaccharide purifie » ont et6 realises. Les resultats montrent que S pF 2,5 
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{capacite au champ), le polysaccharide augmente de 50 % la retention d'eau du sol 
et de la meme fa?on. I'apport de polym&re (1 %) se traduit par la n^cessite 
d'appliquer deux fois plus d'energie pour deshydrater le sol. 

Les figures ci-apres sont jointes en annexe : 
Figure 1 - Polysaccharide de Tinvention desac6tyle. Spectre RMN^H (300 MHz). 

solution dans D2O, T = 358'K 
Figure 2 - Polysaccharide de Tinvention. Spectre RMN'H (300 MHz), solution 

dans D2O. T = 358'K 
Figure 3 - Influence de la frequence sur les modules 61astique (G') et de perte 
(G") et sur la viscosity complexe n* du gel du polysaccharide de 
I'invention. Concentration en polysaccharide 10 g/L. concentration en 
NaCI 0.1 M. 

Figure 4 - Influence de la concentration en sel (NaCi) sur le module 6lastique. 

mesur6 a la fr6quence 0.13 Hz. d'un gel du polysaccharide de 
I'invention d la concentration de 10 g/L. 
Figure 5 - Influence de la temperature sur les modules felastique (G') et de perte 
(G ") et sur la viscosite complexe n* du gel du polysaccharide de 
rinvention. Concentration en polysaccharide 10 g/L. concentration en 
NaCI 0,1 M. 

20 Figure 6 - Test sensoriel comparatif entre une formule de creme hydratante de 
I'art ant6rieur (art anterieur) et une formule de creme hydratante de 
I'invention (invention) comprenant 0.25 % d'un polysaccharide de 
invention et du chlomre de sodium. 
Enfin. le polysaccharide, selon la pr6sente invention, trouve aussi des applications 
en tant qu'agent texturant. agent 6paississant et agent de suspension dans les 
peintures. 
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REVENDICATIONS 



1 Polysaccharide ayant une unite de r^p^mion qui poss^de une cha.ne 
.ateraia et comprend six sucres neutres dont le glucose et le galactose et un sucre 
atl unl soluL sup^Heure . 0.2 % en poids dudit polysaccharide fom^ant un gel 
6lastique et transparent. 

2. Polysaccharide selon la revendication 1. caract6ris6 par le fait que sa 
mise en solution est quasi instantan6e. 

3 Polysaccharide selon la revendication 1. caract6ris6 par le fait qu'en 
solution dans I'eau . une concentration de 0.2 o.. en poids et en presence de sel. .1 
forme un gel 6lastique. transparent et suspensif . 

4 Micro-organisme capable de synth6tiser un polysaccharide selon 
rune quelconque des revendica«ons 1 . 3 caract^rise par le fait qu'il est un 
Rhizobium d6pos6 sous le n" 1-1809 auprfes de la CNCM. 

5 Precede pour la production d'un polysaccharide selon I'une 
Cuelconque des revendications 1 ou 3. caracteris. par le fait qu'i. comprend les 

.tapes suiva.es micro-organisme sur un milieu riche en glucose et en 

matifere azot6e. 

b) recuperation du mout de fermentation, 

c) obtention directe du polysaccharide brut par precipitation. 

6. Procede selon la revendication 5. caracterise par le fart que le mout 
de femientation issu de I'etape b) est traite comme suit : . 

d) traitement thermique dudit mout apr6s dilution. S une temperature 

comprise entre 70 et 95'C, 

e) centrifugation. ri»,,.»i«n 

f) filtration du sumageant issu de I'etape d). par exemple. par f.ltrat.on 

frontale 
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g) traitement du filtrat pour obtenir le polysaccharide sous forme seche. 

7 Proc6d6 selon la revendication 5. caracterise par le fait qu'a Tetape 
a), on utilise deux milieux de culture run dit de precutture et I'autre drt de production. 

8. Proced6 selon la revendication 5. caracteris§ par le fait que le milieu 
dit de pr6culture a pour composition : 

Glucose (sterilis6 separement) 20 g 
Extrait de levure 2,5 g 

Sulfate d'ammonium 1 9 

Solution Min§rale (1) 70 ml 

Solution Tampon (2) 20 ml 

Eau osmos6e ^sp 1 1 

Inoculum 7,5 % 

9. Proced6 selon la revendication 5. caracterise par le fait que le milieu 
dit de production a pour composition : 

Glucose 20 g 

Extrait de levure ''•^g 
Sol. Min6rale (1) 70 ml 

Eau osmosee ' 

10. Proc6de selon la revendication 5. caracterise par le fait que le trai- 
tement thermique est r6alis6 a une temperature entre 70 et 95-C. 

11 Proc6d6 selon la revendication 5. caract§ris6 par le fait que le 
n^icro-organisme est un Rhizobium depos6 sous le n' 1-1809 aupr^s de la CNCM. 

12 Application du polysaccharide selon I'une des revendications 1 ^ 3. 
en tant qu'agent hydratant (seul ou en melange avec d'autres hydratants d^j^ 
connus tels que I'acide hyaluronique). agent epaississant. agent gelifiant, agent de 
suspension dans le domaine de la cosm§tique. 

13 Application du polysaccharide selon I'une des revendications 1 S 3. 
en tant qu'agent g6lifiant, agent de suspension dans le domaine de la d6tergence. 
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14 Application du polysaccharide selon I'une des revendications 1 a 3 
en tant qu'agent texturant et agent de suspension dans les produits alimenta.res. 

15 Application du polysaccharide selon I'une des revendications 1 ^ 3 
en tant qu'agent g61ifiant dans des milieux de fennentation glioses. 

16 Application du polysaccharide selon Tune des revendications 1 ^ 3 
en tant qu'agent d'agregation des sols, agent retenteur d'eau et agent d'enrobages 
de semences dans le domaine de Tagriculture. 

17 Application du polysaccharide selon Tune des revendications 1 ^ 3 
en tant qu'agent texturant. agent epaississant et agent de suspension dans les 

peintures. 

18 Applicallon du polysacchatide selon la revendicalion 6. en tant 
qu'agent *pa«sissant. agent ^ agent de suspension, agent texturant el 

agent r6tenteur d'eau. 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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